




































































































Se	 han	 obtenido	 características	 analíticas	 del	método	 tales	 como	 el	 rango	 lineal:	 para	 trabajar	 en	
continuo	(desde	9,54*10-6M	hasta	1,60*10-5M)	y	en	discontinuo	(desde	3,70*10-6M	hasta	1,6*10-5M).			
Una	vez	optimizado	el	método	analítico	de	determinación	de	acetilcolina	en	disolución	y	comprobado	

































































































medida,	 del	 entorno.	 Desde	 el	 punto	 de	 vista	 analítico,	 son	 especialmente	 interesantes	 las	
propiedades	de	fluorescencia.	A	grandes	rasgos,	se	puede	resumir	en	que	la	forma	oxidada	del	
FAD	es	fluorescente,	mientras	que	la	forma	reducida	lo	es	muy	débilmente.	En	consecuencia,	la	
reducción	del	 FAD	 y	 su	 posterior	 reoxidación	durante	 la	 reacción	 enzimática	 con	 el	 sustrato	
inducen	 unas	 variaciones	 en	 la	 intensidad	 de	 fluorescencia	 que	 se	 pueden	 relacionar	
empíricamente	con	la	concentración	de	sustrato,	y	emplear	como	base	de	un	biosensor	óptico.	
El	mecanismo	de	variación	de	fluorescencia	está	directamente	relacionado	con	el	mecanismo	a	
través	 del	 cual	 varían	 las	 concentraciones	 de	 FAD	 y	 FADH2	 (o	 FADred)	 durante	 la	 reacción	
enzimática	y,	por	lo	tanto,	con	la	relación	entre	las	constantes	cinéticas	k1/k2	(figura	1.1.)4.	
La	ChOx	es	la	enzima	que	se	va	a	utilizar	para	seguir	la	variación	de	la	fluorescencia	y	por	tanto	
















Un	 sensor	 químico	 es	 un	 dispositivo	 capaz	 de	 transformar	 la	 información	 química	 sobre	 un	
compuesto	 (analito)	 en	 información	 analítica	 útil6.	 Será	 	 sensor	 óptico	 cuando	 esta	
transformación	 se	 lleva	 a	 cabo	 a	 través	 de	 las	 propiedades	 ópticas	 del	 sistema	 sensor.	 Si	 la	
información	química	está	basada	en	un	mecanismo	bioquímico,	como	es	el	caso,	el	sensor	recibe	
el	 nombre	 de	 biosensor.	 La	 Unión	 Internacional	 de	 Química	 Pura	 y	 Aplicada	 (IUPAC)	 define	
biosensor7	como	un	dispositivo	basado	en	las	reacciones	bioquímicas	específicas	mediadas	por	
















Ø Cuarta	 etapa	 o	 etapa	 de	 regeneración,	 el	 dispositivo	 retorna	 a	 la	 situación	 química	
inicial,	de	 tal	 forma	que	puede	ser	empleado	para	un	nuevo	ciclo	de	 reacción	con	el	
analito.	








Receptor  Indicador Soporte 




El	 proceso	 de	 inmovilización	 del	 biorreceptor	 sobre	 el	 soporte	 solido	 va	 a	 determinar,	
principalmente,	el	tiempo	de	respuesta	y	la	estabilidad	del	biosensor9.	
	



















































Ø Disolución	 amortiguadora	𝐶𝑂#$%/𝐻𝐶𝑂#%	 0,1M	pH=9	 y	 pH=10.	 Se	 prepara	disolviendo	
3,18g	 de	Na2CO3	 (105,99g/mol)	 en	 300	mL	 de	H2O	miliQ	 y	 ajustando	 el	 pH	 con	 una	
disolución	HCl	1M.	


























Ø Micropipetas	de	volumen	variable:	Socorex	(5 − 50𝜇𝐿, 10 − 100𝜇𝐿	𝑦	100 − 1000𝜇𝐿),	
Pipetman	Gilson	 (2 − 20𝜇𝐿, 50 − 200𝜇𝐿	𝑦	200 − 1000𝜇𝐿),	 Eppendorf	Research	plus	










Las	 medidas	 de	 fluorescencia	 se	 hicieron	 con	 un	 espectrofotómetro	 Time	 Master	 Photon	























enzimas	 (adsorción,	unión	 covalente,	entrampamiento…),	 se	ha	visto	que	el	mejor	 resultado	





(b)	Figura	 3.1.	 Espectrofotómetro	 con	adaptadores	 intercambiables	 para	 (a)	
cubeta	(b)	celda	de	flujo 
	 8	






















































Teniendo	 en	 cuenta	 que	 el	 objetivo	 principal	 del	 trabajo	 es	 dar	 los	 primeros	 pasos	 hacia	 el	
desarrollo	de	un	biosensor	óptico	enzimático	para	 la	determinación	de	acetilcolina	mediante	
dos	reacciones	enzimáticas	acopladas,	se	va	a	comenzar	con	el	seguimiento	de	la	reacción	de	la	





















































El	principal	problema	en	 la	cubeta	de	50𝜇𝐿	es	 la	 imposibilidad	de	agitación.	Esto	 lleva	a	una	















































































A	 partir	 de	 aquí,	 se	 va	 a	 comprobar	 que	 se	 puede	 determinar	 acetilcolina	 mediante	 sus	
































En	una	primera	aproximación	 cualitativa,	 comparamos	 la	evolución	de	 la	 fluorescencia	en	el	
tiempo	de	5	 alícuotas	de	 acetilcolina	puestas	 a	 reaccionar	 con	ChOx	 y	AchE	 a	 los	 pHs	 antes	
citados.		
	









































En	 la	 tabla	4.2,	podemos	ver	 las	comparaciones	de	 las	áreas	de	 los	3	pH	con	sus	 respectivas	
desviaciones	estándar.		
	
	 Alícuota	1	 Alícuota	2	 Alícuota	3	 Media	 DSR	
pH=8	 3,88E+05	 5,31E+05	 5,39E+05	 4,86E+05	 17,52%	
pH=9		 2,02E+06	 2,14E+06	 2,58E+06	 2,25E+06	 13,23%	












Es	decir,	 se	quiere	seleccionar	 la	mínima	concentración	de	enzima	que	de	una	 intensidad	de	
señal	buena.		
	




	 Área	1	 Área	2	 Media	 DSR	(%)	
0,5U	 2,07E+06	 1,86E+06	 1,97E+06	 7,56	
1U	 1,60E+06	 2,05E+06	 1,83E+06	 17,44	
2U	 2,02E+06	 2,14E+06	 2,08E+06	 4,08	
4U	 1,96E+06	 2,20E+06	 2,08E+06	 8,16	
5U	 1,79E+06	 1,95E+06	 1,87E+06	 6,05	
10U	 1,98E+06	 2,10E+06	 2,04E+06	 4,16	
	






Tabla	 4.2.	Áreas	de	 las	 curvas	obtenidas	en	el	 estudio	 de	 la	disminución	de	 fluorescencia	 frente	al	
tiempo	para	diferentes	pHs.	




	 Altura	1	 Altura	2	 Media	 DSR	(%)	
0,5U/mL	 30861	 33168	 32014	 5,10	
1U/mL	 41009	 38708	 39858	 4,08	
2U/mL	 35400	 42000	 38700	 12,06	
4U/mL	 39834	 40655	 40244	 1,44	
5U/mL	 45029	 36573	 40801	 14,65	









































































































	 	 	 Rango	lineal	
LD	 LC	 Error	típico	 Desde		 Hasta	




































Se	 hace	 un	 estudio	 de	 la	 regresión	 para	 la	 recta	 de	 5U/mL	 para	 establecer	 sus	 parámetros	
analíticos	en	diferentes	alícuotas	(Anexo	6).	
	
	 	 	 Rango	lineal	
LD	 LC	 Error	típico	 Desde		 Hasta	




























































Una	 vez	 puesto	 a	 punto	 el	método	 en	 disolución,	 se	 van	 a	 dar	 los	 primeros	 pasos	 hacia	 el	








Se	 eligió	 proceder	 por	 etapas,	 de	 forma	 que	 en	 primer	 lugar	 se	
quiso	 comprobar	 la	eficiencia	de	una	 lámina	en	 la	que	 sólo	estuviera	entrampada	 la	enzima	








Inicialmente,	 se	 comprobó	 cualitativamente	 el	 funcionamiento	 de	 la	 lámina	 de	 la	 siguiente	
forma:	se	depositó	una	gota	de	colina	a	un	lado	de	la	lámina	y	al	otro	lado	se	colocó	una	tira	


















En	 los	primeros	estudios,	 se	colocó	 la	 lámina	en	una	cubeta	que	disponía	de	una	pinza	para	
sostener	la	lámina	en	un	punto	fijo.	No	se	utilizó	agitación.	La	cubeta	se	rellenó	con	3mL	de	AChE	









































































































disolución	 en	 contacto	 con	 la	 lámina	 para	 asegurarnos	 de	 que	 la	 difusión	 tiene	 lugar	
correctamente	y	que	la	reacción	ocurre	en	una	fracción	mayor	de	analito.	
	
Entonces,	 el	 procedimiento	 a	 seguir	 es	 hacer	 circular	 la	 disolución	 amortiguadora	 inicial.	
Después	hacer	circular	el	analito	2	minutos,	para	asegurar	que	ha	llegado	hasta	la	lámina	y	la	ha	













En	ninguno	de	 los	 casos	 se	consiguió	ver	 la	disminución	de	 la	 fluorescencia	 frente	al	 tiempo	
esperada.	 En	 cada	 ensayo,	 se	 hicieron	 los	 ensayos	 cualitativos	 pertinentes	 anteriormente	
comentados	 para	 comprobar	 el	 correcto	 funcionamiento	 de	 la	 lámina.	 Siempre	 se	 observó	
formación	de	peróxidos	y	por	tanto,	en	cada	ensayo	que	se	realizó	la	reacción	tuvo	lugar.		
	








y	 la	 AChE	 para	 comprobar	 cualitativamente	 su	 funcionamiento.	 En	 una	 primera	 medida	 se	
observa	 la	 formación	 de	 peróxidos,	 pero	 en	 los	 ensayos	 siguientes	 se	 observa	 como	 la	




















b. Se	 ha	 estudiado	 el	 efecto	 de	 la	 concentración	 de	 ACh	 en	 la	 determinación,	
comprobando	que	los	mejores	resultados	se	obtienen	con	5U/mL.	
c. Se	 han	 obtenido	 las	 características	 analíticas	 del	 método	 para	 trabajar	 en	




e. Como	 característica	 analítica	 en	 continuo,	 un	 rango	 lineal	 de	 9,54*10-6M	 hasta	
1,60*10-5M.	
4. Estos	 resultados	 han	 confirmado	 que	 es	 posible	 utilizar	 esta	 metodología	 para	 el	
desarrollo	de	un	biosensor	enzimático	para	la	determinación	de	acetilcolina	por	lo	que	
se	 han	 dado	 los	 primeros	 pasos	 en	 el	 desarrollo	 de	 una	 lámina	 sensora	 mediante	
entrampamiento	de	la	enzima	poliacrilamida.	
5. Se	 ha	 comprobado	 que	 la	 ChOx	 queda	 inmovilizada	 en	 la	 lámina	 de	 PAA	 y	 sigue	
manteniendo	su	actividad	
6. Se	 han	 dado	 los	 primeros	 pasos	 en	 el	 desarrollo	 de	 una	 lámina	 sensora	 mediante	
entrampamiento	de	la	enzima	en	poliacrilamida	siguiendo	la	reacción	por	formación	de	
peróxidos.	
7. No	se	ha	conseguido	la	sensibilidad	adecuada	para	el	seguimiento	de	los	cambios	en	la	
señal	fluorescente	del	FAD	de	la	ChOx	en	la	lápor	lo	que	estudios	posteriores	deberán	
abordar	la	modificación	del	procedimiento	de	inmovilización	de	la	enzima.		
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7. ANEXOS	
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Anexo	2	
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